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赤 谭 (Muntiacus munt jak) 细胞 株 的 
建立 及 其 生物 学 特性 观察 


中 国 科学 院 昆明 动 牺 研究 所 细胞 遗传 研究 室 玉 备 体 研究 组 # 


PRE (Muntiacus muntjak) 是 迄今 已 知 染 色 体 数目 最 少 的 峭 椎 动物 【Wurster,D。 
Het al.1970), 每 条 染色 体 都 有 明显 的 个 体 性 ， 用 常规 染色 方法 即 可 清晰 无 误 地 一 一 加 
以 区 开 ， 染 色 体 又 特别 大。 因此 ， 这 是 比较 理想 的 细胞 遗 心 学 实验 材料 。 目 前 ， 国 外 已 
从 印度 产 的 成 年 印度 席 Con) 的 皮肤 、 肺 、 肾 等 组 织 建立 了 细胞 株 《Altman,P.L et 
al.1976; Brown, J,A et al.1973s Kato, H et 31.1974, Yanagychi, N 1979) 并 广泛 应 
用 于 辐射 细胞 遗传 学 ， 进 化 遗 忧 学 ， 遗 传 毒 理学 等 许多 方面 的 研究 ， 取 得 了 许多 有 意义 
的 结果 。 

一 九 七 九 年 以 来 ， 我 们 从 云南 产 的 幼年 未 麻 和 赤 订 胎儿 的 肺 、 肾 、 皮 肤 建 立 了 四 株 
细胞 株 (KIZ—7901, KIZ—8001, KIZ—8002, K1Z—8003) 。 本 文 报道 的 是 从 幼年 赤 麻 
肺 组 织 建 立 的 一 株 细 胞 株 〈《KI2 一 7901) 及 其 生物 学 特性 ， 特 别 是 细胞 遗传 学 分 析 的 结 
Ra 


材 料 与 方法 


材料 来 源 

一 头 捕 自 云南 省 怒江 州 的 幼年 雄性 赤 麻 ， 体 重 13.2 公 斤 。 绒 动脉 放血 处 死 。 在 无 菌 
条 忻 下 取出 肺 组 织 ， 立 即 进行 细胞 培养 。 

细胞 培养 

1. 生 长 液 ，“199” 培 养 液 《〈 日 本 ， 日 水 制药 株式 会 社 ) 加 10 一 15% 的 小 牛 血 清 ， 
pH 为 7.2 一 7 ,4。 

2 ,培养 器 咀 ， 容 积 1000 毫 升 。 培 养 面 积 230 平 方 砷 米 的 罗氏 瓶 或 50 训 升 、 培 养 面积 
26 平 方 厘 米 的 小 方 瓶 。 

3. 原 代 细 胞 培养 ， 将 肪 组织 前 成 小 块 ， 用 含 青 霉 素 和 链 等 素 各 200 单 位 /毫升 的 PB> 
Wek 2 一 3 tk, HARK, 前 碎 至 工 一 3 立方 毫米 大 小 ,再 用 PBS 洗 三 次 , 以 0.25% 胰 
酶 (1:250，Difco) 38?C 下 消化 13 一 15 分 钟 ， 弃 去 胰 酶 波 ， 以 生长 液 洗 一 次 ， 弃 去 ， 再 
加 生长 液 振 据 10 分 钟 ， 以 制备 细胞 世 波 ， 重 复 消化 三 次 。 以 2 站 营 酚 兰 《trypan blue) 


* 施 立 明 ， 刘 爱 毕 整理 ， 本 文 于 1978 年 9 月 12 日 收 到 ， 
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作 细 胞 存活 率 计数 。 细 胞 接种 密度 为 40 一 70 万 /毫升 ，38>C 静 止 培养 24 或 48 小 时 ， 然 后 
更 换 一 次 生长 液 。 6 天 后 细胞 长 成 数 密 的 单 层 。 

4. 细 胞 传代 ， 待 细胞 长 成 王 密 单 层 后 即 可 进行 细胞 传代 。 弃 去 生长 液 ， 以 0,25 胰 
Be (38°C) 消化 10 一 15 分 钟 ， 弃 去 。 加 适量 新 鲜 生 长 液 ， 振 播 ， 使 细胞 充分 分 散 ， 然 后 
接种 于 两 个 与 原 培 养 瓶 相同 容积 的 培养 瓶 内 《1 : 2 传代 ) ，38cC 培 养 。 待 长 成 航 密 单 
层 时 ， 再 按 上 法 继续 传代 。 

生长 率 测 定 

按 3、5，、?7 x10 个 / 密 升 密度 接种 细胞 于 同一 规格 的 培养 壮 (13 x 120 毫 米 ) 。 
38°C 培 养 9 天 ， 每 隔 一 天 ， 用 胰 酶 消化 制 成 细胞 基 液 ， 进 行 细胞 计数 {大 星 章 一 ， 官 妓 
晴 夫 主编 “ 吴 政 安 等 译 ”1979) , 

分 裂 指数 观察 

在 培养 瓶 中 放 入 载 片 ， 接 种 细胞 后 24，48、72、96、120、144 小 时 取出 P 醇 固 
定 ，Maygrtinwald-Giemsa 染 色 ， 计 数 2000 个 细胞 中 分 裂 相 的 数目 。 

细胞 遗传 学 分 析 

1. 染 色 栖 标本 的 制备 ， 在 细胞 生长 的 对 数 期 {以 接种 后 36 一 48 小 时 为 适 } ， 加 入 秋 
水 仙 素 ， 最 终 浓 度 为 0.4 一 0.6 微 克 / 毫 升 ， 处 理 4 小 时 ， 弃 去 培养 液 ， 加 入 预 热 至 38°C 
的 0.25%% 胰 酶 ， 消 化 5 一 10 分 钟 ， 弃 去 。 然 后 加 入 适量 的 生长 液 ， 振 播 成 细胞 芒 液 ， 敲 
心 ，0.075M KCl 低 渗 处 理 10 一 12 分 钟 ，3 : 1 RBM, KARAS, BRK, BS 
干燥 法 制 片 。 

2.2 kr. Q—BS RSchwarzacher(1974), G- C- Ar-H ASCENDI IN 
前 文 ( 施 立 明 颖 1980; 贺 维 顺 等 1980) , 

细胞 的 冻 存 和 复苏 

1. 洪 存 ， 洪 存 液 的 成 份 为 “199”?75%, 小 牛 血 清 15%, PEA CAR, EMAL 
WARES) 10%， 青 震 素 和 链 每 素 各 100 单 位 / 豪 升 。 以 腹 酶 消化 已 形成 数 密 单 层 的 细 
胞 制 香 细胞 悬 液 ， 离 心 ， 弃 去 上 清 液 ， 加 冻 存 液 制 成 300 万 /这 升 的 细 胸 基 液 ， 每 安 瓶 分 
装 1 毫升， 火焰 封口 。4°C 过 夜 ， 型 展 移 入 液 氮 容器 气态 部 位 【( 约 一 80°C) 1 小时， 然 
后 迅速 放 入 液 氮 中 贮存 。 

2. 复 苏 ， 从 液 所 中 取出 安 施 , 连同 外 也 的 纱布 枚 迅速 放 入 40°C 水 浴 中 ,使 在 1 分钟 内 
完全 融化 。 然 后 将 安 证 内 细胞 接种 于 小 方 瓶 内 ,385C 下 培养 , 一般 约 3 ARIA BRA, 


结 GR 与 讨论 


一 、 细 胞 形态 和 寿命 

这 株 命 名 为 KIZ-7901 的 雄性 赤 麻 细胞 株 为 成 纤维 细胞 状 〈 图 版 ] ) 。 原 代 培 养 时 
6 天 形成 敬 密 的 单 层 ， 不 同 代 数 的 细胞 形成 单 层 需 不 同 的 时 间 ， 在 18 代 以 前 ， 一 般 3 一 
4 天 即 可 形成 单 层 ， 细 胞 轮廓 清晰 ， 透 亮 ， 颗 粒 少 ， 立 体感 强 ，18 代 以 后 ， 形 成 单 屋 的 
时 间 逐 新 延长 ， 到 23 代 ， 细 胞 贴 壁 少 ， 历 时 30 天 未 能 长 成 单 层 。 但 是 冻 存 后 复苏 的 细胞 
已 传 到 31 代 。 
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二 、 细 胞 生长 率 和 分 裂 指数 









































#1. Fe Fal SS Bah Be SKIZ—79014] Bü ^b H& v SE B8 Ee 
Table 1, À comparsion of the growth rate of the K1Z-7901 cells in different 
concentrattons 
| 接种 细 胸 密度 天 | 最 大 增长 倍数 
x 10*/ £H Days after subculturing | Maximum 
Inoculated cells fa eo uec Se ee eased 
| x 104 / mi 1 3 5 7 9 | times 
3.00 3.65 6.36 9,43 15.70 6.25 | 5.2 
F2 5.25 53.63 9.20 14.23 16.60 12.75 3.2 
7.50 7.19 19.81 23.63 23.80 317.38 | 3.2 
3.00 |2.08 9.20 8.75 16.70 5.00 | 5.7 
F6 5.00 2,92 10,00 12.75 19.00 11.58 3.8 
7200 3.66 8,00 10.66 19.00 12.58 | 2 
x2. KIZ—7901 (Fs 代 ) 细胞 的 有 冀 分 裂 指 数 
Table 2.Mitotic index of the KIZ—7901 cells (F, passages) 
Re BRR | | : 
Days after subculting | : 2 ? 3 x : 
分 R 指 dX CR) 32.0 21.0 90 4.7 1d. 640 


Mitotic index 





Sy S SET OR FESOR RAF RAZOR RED MBER ER, ASME 
KAVKIZ—7901 48S RAY "WEE XE ART ERA, IR AE A 
3 一 7,5 x 104 个 /毫升 时 ，38°C 培 养 9 天， 最 大 增长 倍数 为 5.2 一 3.2 倍 CRI, 19 1). 
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Fig I,comparison of the growth rate of the KIZ— 7901 cells in 
different concentrations, 
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AE 2 的 结果 可 以 君 出 上 s 代 细胞 接种 后 24 小 时 ,生长 焉 盛 ， 分 裂 指数 高 达 32%, 
然后 下 降 ， 到 第 5、6 天 ， 分 裂 细 胞 很 少 ， 岗 胞 呈 衰 老 状 ， 核 大 而 疏松 ， 胞 桨 多 空 泡 ， 
出 现 核 碎 解 。 

=. KREBS 

1. REKRA MBS: 

KIZ—7901 细胞 的 染色 体 众 数 为 7 ( 表 3〉 ， 共 有 3 对 党 染色 体 ， 第 一 对 是 中 着 丝 
点 的 大 染色 体 ， 在 其 中 一 条 染色 体 的 长 艾 远 端 ， 有 一 明显 的 次 弱 痕 ， 着 丝 点 区 域 也 比较 
细 长 ;而 其 同 源 染 色 体 的 次 缕 痕 不 很 明显 ， 着 丝 点 区 域 也 比较 粗 短 。 这 种 次 缮 闻 和 着 丝 
点 区 的 多 态 性 和 Kato 等 (1974) 报道 的 不 相 一 臻 。 第 二 对 是 亚 中 着 丝 点 染色 笨 。 在 第 
三 对 常 染 色 体 中 ， 一 条 染色 体 项 端 易 位 有 羡 - 染色 体 ， 成 亚 中 着 丝 点 状 ， 一 般 称 这 条 易 
位 的 染色 体 为 XX 染色体 ， 而 其 近 端 着 丝 点 的 同 源 染 色 体 则 称 为 Y,， 还 有 一 条 亚 中 着 毕 点 
的 小 Y。。 在 X 和 Y 染色体 的 长 辟 中 部 各 有 一 次 炙 痕 。 性 决定 机 制 为 特殊 的 XX/XY、Y， 


ARXAXA/XAAY. 


X3. KIZ 一 7901 细 胞 染色 体 数 目 分布 
Table 3. Distribution of chromosomal numbers of KIZ—7901 cells 





















ie ra | £ — S kl — d d S iced 
& P Hypodiploid Diploid (94) 
Passages M (94) 2n=7(%) 3n | 3n 
F, | 6.0 | 94.0 | 0.0 0.0 
F。 | 6.0 84.0 L0 9.0 
Fs 3.0 91.0 0.0 6.0 
P 7.0 80.0 6.0 7.0 
Fi 2.0 87.0 1.0 10.0 
Ps 3.0 | 88.0 | 1.0 8.0 
M 45- v — 87.4 | 15 648 
2. 带 型 分 析 : 


KIZ—790148]f& AY (&  Q—, G—, C—, Ag—Hr UL ESCE WLP C2, 3E rp Q-, G- C- 
带 辣 文献 报道 的 相 一 致 (Coming, D. E1970; Fredga, K 1971, Green, Re J. et al.1975; 
Patterson, R,M et al; R, M et al.1973, Mainguy, P.N et aly Coming, D. E1970; 
Fredga, K 1971, Green, R.J et al,1975, Sharma, T .et al.1973; Smith, T.F. et 41,1975) 
G- 带 的 组 型 图 见于 图 3 。 在 所 观察 的 20 个 细胞 中 ， 银 染 的 核 夸 组 织 者 (Ag-NoRs) 分 布 
如 下 ， 两 条 Je 1 染色 体 同 时 带 有 Ag-NoRs 的 细胞 占 70%， 仅 一 条 染色 体 带 有 Ag- NOR 
的 细胞 占 30 外 。X 染 色 体 全 部 带 有 人 Ag-NoR,Y ,染色 体 带 有 Ag-NoR 的 占 50%, ERR 
作者 的 报道 中 ， 有 关 )l 染 色 体 银 染 结果 有 些 不 同 。 在 美国 模式 培养 物 收 集 馆 (ATCC) 
的 雄性 玉 离 皮肤 成 纤维 细胞 株 (CCL157) , MI 染色 体 的 银 染 阴 性 ， 说 明 不 含有 活 性 
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83. dR KIZ—7901 4 n& # 8,4 G— A 42:31 IR 
Fig 3.ldiogram of Red muntjac cell strain (KIZ—7901). 


的 NoR(Ved Brat 1979), X HEM 2 We 28 OBR 1626 BY 8 3€ Nol We RRB RA Ag- NoRII 
syne 6594, FU NAAR SE RA Ag-NoRBSI 1596 (Goodpasture 1975) , 3X 6 £i JR 
和 我 们 观察 的 有 些 不 同 ， 这 种 NoR 活 性 的 多 态 性 是 由 于 个 体 的 差异 ， 抑 或 是 不 同 组 织 风 
了 胞 (皮肤 或 肺 ) 的 缘故 ? 我 们 另 一 项 未 发 表 的 工作 表明 , 对 于 来 自 同 一 个 体 ,不 同 组 织 的 细 
ROPE Oh g ER, 同 源 染 色 体 之 间 ，NoRs 的 分 布 率 并 无 明显 的 差异 ， 但 对 于 来 自 不 
同 的 个 体 , 同样 组 织 的 细胞 株 , 这些 同 源 染 色 体 之 间 , NoRs 分 布 的 多 态 性 是 明显 的 ， 如 来 
ġa RJL KIZ-8001 网 胞 株 ， 两 条 No 1 3E GL III ERU — Raik ANOR, 
X 和 Y, 染色 体 则 总 是 全 部 都 带 有 NoR， 这 和 上 述 的 KIZ-7901 的 NoRs 分 布 就 不 同 。 

在 我 们 的 实验 条 件 下 ， 在 所 观察 的 80 个 细胞 中 ， 姊 妹 染 色 单 体 交 换 率 (SCEs) 为 
9.7 二 0,9/ 每 细胞 ， 这 和 Pathar 等 〈1977) 报道 的 8.8/ 每 细胞 相 接近 。 

4 ,细胞 的 复苏 和 培养 

我 们 在 细胞 冻 存 后 30 一 390 天 ， 作 过 9 次 复苏 后 再 培养 。 复苏 时 活 细胞 比率 在 54.5 
一 91.4%， 由 于 接种 时 细胞 密度 比较 大 (20 万 /毫升 ) ， 所 以 活 细 胞 比例 的 高 低 对 细胞 
培养 成 功 与 否 影 响 不 大 ， 一 般 均 在 3 天 左右 形成 单 野 。 洪 存 203 天 后 的 Re, SE 
传代 培养 ， 在 15 以 前 ， 染 色 体 众 数 为 7 ATT KUL. EPL ROD, BR 
体 众 数 为 8 和 7 的 新 核 型 ， 增 加 一 条 小 的 中 着 丝 点 染色 体 《 图 版 4) ，C- 染 色 显 示 , 这 
条 小 中 着 毕 点 染色 体 着 丝 点 区 的 异 染色 质数 晤 有 了 明显 差异 ,这 种 染色 体 数目 为 8 的 新 被 
型 的 比例 从 Fl 人 民 的 1% 开始 ， 逐 浙 增 加 到 Fso 代 的 22%，Brown 等 (1974) 曾 报 道 一 株 
皮肤 来 源 的 赤 麻 成 纤维 细胞 ， 在 第 5 代 以 前 ! 2n=7， 第 6 一 16 代 ， 大 部 分 细胞 仍 为 二 
倍 体 ， 但 超 二 倍 体 细胞 增加 ， 并 出 现 染 色 体 众 数 为 11 的 新 核 型 。 

五 、 外 源 性 污染 因子 的 检查 

无 菌 试验 ，F,,Fs,Fis 代 细胞 抽样 接种 于 肉 汤 培 养 基 ， 结 果 阴 性 。 

病毒 ， 采 用 鸡 和 豚鼠 混合 血球 进行 血 吸 附 试验 以 及 包涵 体检 查 ， 均 为 阴性 。 

支原体 ,Ps,Fs, Pia Fs 代 细 胞 经 用 麻疹 疫苗 支原体 检查 方法 ， 配 制 半 固 体 培养 基 检 
d, WARK. 
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THE ESTABLISHMENT OE CELL STRAIN DERIVED : 
MUNTJAC (MUNTIACUS MUNTJAK) AND SOME 
OF IT’S BIOLOGICAL CHARACTERISTICS 


Section of Chromosome Research, Department of Cytogenetics, Kunming 


Institute of Zoology, Academia Sinica 


Abstract 


The Red (Indian) muntjac(Muntiacus muntjak) possesses the lowest diploid 
chromosome number in vertebrates yet reported, with six in the female and 
seven in the male and unique chromosome morphology: The chromosome is 
especially large and have distinct individuality, The components of karyotype 
can be easily identified by ordinary stain technique, so that red muntjac cell 
is an ideal material for cytogenetic studies, 

Four cell strains have heen established from lung, skin and kidney tissues * 
of a young male red muntjac and an embryo in our laboratory (KIZ— 7901, 
KIZ—8001, KIZ—8002, KIZ—8003). They are preserved in liquid nitrogen, 
Main biological charateristics of KIZ—7901 cell are: 

Tissue sourse; Lung. 

Cell type: Fibroblast. 

Culture medium? *199" medium with IO 一 15% fetal calf serum, Growth test? 
Inoculated 3,0 - 7.5 x 10'cells per milliliter and incubated at 38°C for 9 days, 
the cells increased their number 5.2- 3.1 time, 

Chromosome number is 7, 

The patterns of Q-, G-, C- and Ag- bands have been analysed. Sister 
chromatid exchange (SCE) frequencies were 9 per metaphase, Test for contamin- 
ation by bacteria, molds, virus and mycoplasma were performed, No evidence 


of contamination was found, 
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Giemsa 一 染色 


Giemsa staining 


muntjac (Muntiacus muntiak) 


B. The celluar morphology of the living muntiac 


cells in monolayer culture. Bar = 100uM 
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Chromosome bands of Red muntjac cell strain (KIZ-7901) 


KIZ—7901 细胞 的 新 核 型 C 一 带 ， 箭 头 示 新 的 中 着 丝 点 的 小 染色 体 


New Karyotypes of the KIZ—7901 cells, C—bands. 


Arrows show new small metacentric chromosome. 


